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veileder	 i	 ryggen	 som	hadde	 stor	 tro	på	prosjektet.	 Jeg	vil	 og	 takke	mine	bi-veiledere,	































og	er	umulig	å	skille	 fra	 fisk	uten	melaninflekker.	Utvikling	av	en	 testmetode	som	kan	
skille	 fisk	med	melaninflekk	 fra	 fisk	uten	melaninflekk	 i	 laksefileten,	uten	å	 ta	 livet	av	
fisken,	vil	derfor	være	ettertraktet	hos	oppdrettsnæringen.		
	
I	 oppgaven	 ble	 oppdrettslaks	 fra	 Lerøy	 sitt	 slakteri	 på	 Skjervøy	 undersøkt	 for	
melaninflekker	i	laksefileten.	Forsøket	gikk	over	seks	prøveuttak	fra	oktober	til	desember	
2015	 og	 totalt	 135	 fisk	 ble	 undersøkt	 for	 melaninflekker.	 Av	 disse	 hadde	 36	 fisk	
melaninflekker	 i	 laksefileten.	 Disse	 flekkene	 ble	 undersøkt	 histologisk,	 ved	 Real-Time	
kvantitativ	PCR	og	blodkjemiske	analyser	av	serum.		
	
Resultatene	 fra	 disse	 undersøkelsene	 viste	 høyere	 forekomst	 av	melaninflekker	 i	 vårt	
forsøk	 sammenlignet	 Lerøy	 sine	 registreringer.	 De	 histologiske	 undersøkelsene	 av	
melaninflekkene	 viste	 ingen	 forskjell	 i	 nekrotiske	 muskelceller,	 betennelse	 og	
betennelsesceller	 eller	 melaninholdige	 celler	 mellom	 små	 og	 store	 melaninflekker.	
Samtidig	viste	de	histologiske	undersøkelsene	mindre	betennelse	og	betennelsesceller	i	
melaninflekken	 sammenlignet	 med	 både	 nekrotiske	 muskelceller	 og	 melaninholdige	
celler.	Virus	ble	identifisert	i	melaninflekker,	men	det	var	ingen	forskjell	i	virusmengden	





































































































APC	 	 	 Antigen-presenterende	celler	
CBZ	 	 	 Karbamazipin	
CK	 	 	 Kreatinkinase	
CMS	 	 	 Kardiomyopati	
DCE	 	 	 Dopachrome	convention	enzyme	
DHI	 	 	 Dihydroksyindol	
DHICA		 	 Dihydroksyindol-	karbokylsyre	
DOPA	 	 	 Dihydroxyphenulalanin	
DTC	 	 	 Dopachrome	tautomerase	
HSMB	 	 	 Hjerte-Skjelett-Muskel-Betennelse	
LDH	 	 	 Laktat	dehydrogenase	
NFH	 	 	 Norges	Fiskerihøgskole	
PCZ	 	 	 Fungicidpropoconazol	
PD	 	 	 Pancrease	Disease	
PRV	 	 	 Piscine	orthoreovirus	
PMCV	 	 	 Piscine	myocardittvirus	
RT-qPCR	 	 Real-Time	kvantitativ	Polymerase	Chain	Reaction	
SAV	 	 	 Salmonid	alfavirus	
SOD	 	 	 Superoksid	dismutase	
Tyr	 	 	 Tyrosinase	
Tyr-1	 	 	 Tyrosinase-lignende	protein	1	




























brune	 pigmentflekker	 i	 laksefileten	 [4,	 6].	 Disse	 brune	 flekkene	 kan	 være	 blodflekker	
fisken	har	pådratt	seg	i	merden,	bindevev	som	følge	av	gjengrodde	sår	eller	pigmentering	
av	melanin.	Melaninflekker	 har	 siden	 2012	 økt	 betraktelig.	 De	 forekommer	 over	 hele	














ansatte	og	har	 sitt	hovedkontor	 i	Tromsø.	 Selskapet	har	 totalt	26	konsesjoner,	 et	 eget	
slakteri	 på	 Skjervøy	 og	 et	 eget	 smoltanlegg	 i	 Lebesby	 kommune	 i	 Finnmark.	
Matfiskanleggene	 i	 Troms	 ligger	 i	 kommunene	 Tromsø,	 Karlsøy,	 Lyngen,	 Kåfjord	 og	
Skjervøy.	I	tillegg	har	Lerøy	Aurora	matfiskanlegg	i		Sør-Varanger	kommune	i	Finnmark	
[Pers.	med.	Eirik	Monsen].	Siden	 lanseringen	 i	2007	har	Lerøy	Aurora	produserer	 laks	
som	 går	 under	 merkenavnet	 Aurora	 Salmon.	 Dette	 er	 laks	 som	 er	 spesialisert	 for	
sushimarkedet	i	Japan.	Laksen	er	kjent	for	å	ha	et	høyt	fettinnhold,	mørk	oransjefarget		























brune	 flekkene	ble	 grundigere	 beskrevet.	 De	 brune	 flekkene	 i	 laksefileten	 var	 et	 stort	
problem	 for	 røkeriindustrien	 siden	 flekkene	 forsvant	 ikke	 gjennom	 røkingsprosessen,	
men	ble	desto	mer	synlige	[4].	Disse	brune	flekkene	i	laksefileten	som	røkeriindustrien	
sliter	 med	 forårsakes	 av	 et	 mørkebrunt	 pigment	 kalt	 melanin	 (eumelanin)	 [5].	 Hos	
vertebrater	 som	 pattedyr	 og	 fugler	 er	 det	 i	 hovedsak	melanin	 som	 blir	 produsert	 av	
pigmentcellene.	I	fisk	er	det	beskrevet	seks	forskjellige	chromatoforer,	pigmentcelletyper.	
Disse	 chromatoforene	 blir	 kalt	 melanoforer,	 xantoforer,	 erythroforer,	 iridiforer,	
leucoforer	 og	 cyanoforer	 som	 gir	 fisken	 hver	 sin	 karakteristiske	 farge	 [8].	 I	 denne	
oppgaven	blir	det	fokusert	på	melaninoforene	som	er	pigmentcelletypen	som	produserer	
det	 brunaktige,	 svarte	 pigmentet	 melanin.	 Dette	 pigmentet	 finnes	 naturlig	 i	 de	 fleste	






Det	 finnes	 tre	 forskjellige	 typer	melanin.	 Disse	 typene	 er	 eumelanin,	 pheomelanin	 og	
neuromelani.	 Eumelanin	 skiller	 seg	 fra	 pheomelanin	 med	 å	 være	 et	 brunaktig-svart	





skilles	 derimot	 syntetiseringsprosessen	 av	 pheomelanon	 og	 eumelanin	 der	 tyrosinase	
syntetiserer	 DOPAquinoner	 til	 dihydroxyphenulalanin	 (DOPA)	 som	 videre	 blir	








ikke	 helt	 kartlagt,	 der	 usikkerheten	 ligger	 i	 hvordan	 DHI	 og	 DHICA	 er	 bundet	 til	
hverandre.	Det	har	lenge	vært	trodd	at	bindingen	mellom	DHI	og	DHICA	befinner	seg	i	
andre	eller	fjerde	karbonmolekyl	på	DHI	(Figur	2),	men	en	binding	i	tredje	og	syvende	






I	 insekter	 starter	 syntetiseringen	 av	 melanin	 ved	 at	 phenylalanin	 blir	 hydrolysert	 til	
aminosyren	tyrosin	ved	hjelp	av	phenylalanin	hydroxylase.	Tyrosin	blir	dannet	til	DOPA	
ved	 hjelp	 phenoloxidase	 (PO)	 som	 katalyserer	 hydrolyseringen.	 DOPA	 blir	 deretter	
oksidert	 og	 danner	 DOPAquioner	 ved	 hjelp	 av	 tyrosinase	 [12].	 Strukturen	 til	
DOPAquionene	 kan	 omorganiseres	 slik	 at	 de	 danner	 DHI.	 DHI	 kan	 oksideres	 til	
indolequioner,	 som	 er	 en	 aromatisk	 heterosyklisk	 komponent	 bestående	 av	 to	


















befinner	 disse	 cellene	 seg	 i	 nedre	 del	 av	 epidermis	 i	 huden.	 Melanocyttene	 har	
melanosomer	 som	produserer	melanin.	Disse	melanosomene	 som	 transporteres	 ut	 av	
melanocyttene	og	over	i	keratinocytter	i	epidermis	[15].	Melanocyttene	dannes	i	neural	
crest	 i	 ektoderm	hvor	de	utvikles	 først	 som	umodne	melanocytter	kalt	melanoblaster.	
Disse	melanobastene	migrerer	til	mukøs	og	hud	hvor	de	modnes	og	blir	til	melanocytter	
[16].	Melanosomene	 i	melanocyttene	utvikler	seg	gjennom	fire	steg.	 I	det	 første	steget	
som	 omtalt	 som	 forstadiet	 til	 melanosomene	 (premelanosomer)	 blir	 de	 umodne	
melanosomene	 transportert	 gjennom	 vesikler	 fra	 endoplasmatiske	 reticulum	 (ER)	 til	
trans-Golgi-apparatet.	I	trans-Golgi-apparatet	blir	strukturen	til	melanosomene	formet	i	
det	andre	steget.	I	det	tredje	steget	av	utviklingen	av	melanosomene	lages	melanin	ved	at	







Amfibier	 har	 melanocytter	 på	 som	 fungerer	 på	 samme	 måte	 som	 beskrevet	 hos	
mennesker.	 I	 tillegg	 til	 dette	har	 amfibier	melaninproduserende	 celler	 i	milt,	 nyrer	og	
lever.	 Disse	 cellene	 inngår	 i	 et	 ekstra	 pigmentsystem	 ofte	 referert	 til	 det	 indre	
pigmentsystem.	Pigmentcellene	som	inngår	i	dette	systemet	kalles	Kupfferceller	oppkalt	
etter	 Von	 Kupffer,	 som	 var	 den	 første	 til	 å	 beskrive	 cellene.	 Dette	 er	 celler	 som	 kan	
fagocytere		partikler	større	en	10µm.	Unge	Kupffercellene	befinner	seg	i	endotelveggen	i	
hepatiske	 sinusoider,	 mens	 eldre	 Kupfferceller	 klynger	 seg	 mer	 sammen.	
Melaninpigmentet	 i	Kupffercellene	kan	gjøre	det	vanskelig	å	gjenkjenne	cellene	og	har	
blitt	 forvekslet	 melanocytter	 og	 andre	 pigmentceller	 i	 flere	 studier	 [17,	 18].	
Syntetiseringen	av	melanin	i	Kupffercellene	skjer	også	i	melanosomer,	som	befinner	seg	i	




Melanocytter	 finnes	 også	 hos	 fisk.	 Disse	 melanocyttene	 må	 ikke	 forveksles	 med	
Kupfferceller	som	ikke	eksiterer	i	teleoster	[19].	En	studie	gjort	på	Atlantisk	torsk	(Gadus	
morhua)	har	vist	at	melanin	produsert	av	melanocyttene	forårsaker	mørke	striper	langs	
blodårer	 i	 muskulaturen	 [20].	 Atlantisk	 laks	 (S.	 salar)	 har	 i	 tillegg	 til	 melanocyttene	
spesifikke	 makrofager,	 kalt	 melanomakrofager	 [21,	 22].	 Det	 har	 vært	 diskutert	 om	
melanomakrofagene	 har	 melaninproduserende	 egenskaper,	 eller	 om	 de	 fagocytterer	
melanosomer	 produsert	 av	 andre	 celler	 [23,	 24].	 Disse	 makrofagene	 befinner	 seg	 i	
hovedsak	i	retikuloendoteliale	matrix	av	haemopetisk	vev	i	miltens	stroma	og	i	nyrene	
[25].	Her	kan	de	befinne	seg	som	frie	celler	eller	samlet	i	nodulære	grupper	i	nær	kontakt	




melanomakrofagene	 har	 vist	 at	 melanomakrofager	 inneholder	 forskjellige	 typer	
pigmenteringer.	De	forskjellige	pigmenteringene	er	lipofiscin	og	haemodisin,	i	tillegg	til	
melanin.	 Av	 disse	 pigmenteringene	 er	 lipofiscin	 som	 forekommer	 mest,	 etterfulgt	 av	












[15]	 og	 at	 melanin	 fungerer	 som	 en	 del	 av	 det	 medfødte	 immunsystemet	 [23].	
Hovedfunksjonen	 til	 melanin	 hos	 mennesker	 har	 lenge	 vært	 diskutert.	 Diskusjonen	
handler	 om	 melanin	 brukes	 i	 forsvar	 mot	 UV-stråling	 eller	 om	 det	 er	 en	 del	 av	 det	
medfødte	 immunsystem.	 Studie	 gjort	 av	 Slominski	 et	 al.	 [15]	 viser	 til	 beskyttelse	mot	
skadelig	UV-stråling	ved	å	fungere	som	en	antioksidant.	Melanin	er	et	komplekst	polymer	






oksygen	 (O2)	 av	 enzymet	 superoksid	 dismutase	 (SOD).	 På	 denne	 måten	 blir	
konsentrasjonen	av	superoksiderende	anioner	holdt	på	et	lavt	nivå	i	cellen	og	cellen	vil	
fungere	som	en	antioksidant	for	resten	av	organismen	[28].	Scalia	et	al.	demonstrerte	i	
1990	 at	melanin	 reduserer	mengden	 lipidradikaler,	 som	 ofte	 dannes	 fra	 flerumettede	


















fungerer	 i	 tillegg	 som	 antigen-presenterende	 celler	 (APC)	 som	 kan	 fagocytere	
mikroorgamismer	 og	 fremstille	 antigener	 som	 fungerer	 som	 mål	 for	 T-celler	 i	 det	
adaptive	immunsystem[23,	32].	Mackintosh	argumenterte	at	melanin	brukes	som	en	del	






















[34].	 En	 sammenligning	 mellom	 regnbueørret	 og	 forskjellige	 teleostarter	 viste	 liten	







amfibiske	 Kupffercellene	 inneholder	 både	 tyrosingener,	 som	 koder	 for	 tyrosinase	 hos	
pattedyr,	og	andre	tyrosinasegener,	som	koder	for	tyrosinase	i	amfibier.	Tyrosingenene	i	
Kupffercellene	som	pattedyr	også	har	er	ikke	aktiverte	gener	[36].	Til	tross	for	at	amfibier	




mennesker	 har	 normalt	 huden	 lavere	 temperatur	 enn	 kroppstemperaturen.	































veksten	 [42].	 En	 annen	 bieffekt	 sammenvoksinger	 og	 melanindeponering	 i	 indre	
organer[38,	 42-44].	 Det	 har	 lenge	 vært	 spekulert	 i	 om	 vaksiner	 er	 årsaken	 til	
melaninflekker	i	laksefilet	og	flere	studier	er	gjort	på	området.	I	kommersielle	vaksiner	
brukes	det	 adjuvanser	 for	å	 skape	en	deponeringseffekt	og	dermed	øke	varigheten	på	
vaksinen.	Den	vanligste	adjuvansen	som	brukes	kommersielt	består	av	mineralolje	[45].	
Ved	 bruk	 av	 en	 oljebasert	 adjuvans	 oppstår	 en	 immunreaksjon	 som	 tiltrekker	
melanomakrofager	 som	danner	 synlige	 svarte	prikker	 i	 bukhinnen.	Bukhinnen	 fjernes	
normalt	fra	fileten	ved	slaktelinjen	og	svarte	prikker	i	bukhinnen	vil	derfor	ikke	være	et	
stort	 problem	 for	 laksekvaliteten	 [44,	 46].	 Et	 feilstikk	 av	 vaksinen	 har	 vist	 seg	 å	 ha	
negative	konsekvenser	for	laksefileten	ved	økt	melanindeponering	i	både	muskulatur	og	






Piscine	 orthoreovirus	 (PRV)	 er	 først	 og	 fremst	 kjent	 som	 agens	 til	 fiskesykdommen	
Hjerte-skjelett-muskel	 betennelse	 (HSMB).	 Denne	 sykdommen	 var	 ukjent	 langs	
norskekysten	 frem	 til	 1999,	 da	 det	 først	 ble	 rapportert	 inn	 forøket	 dødelighet	 [48].	
Utbruddene	har	økt	jevnt	frem	til	i	2015	da	den	hadde	en	foreløpig	topp	på	135	registrerte	
utbrudd	 fra	 Rogaland	 i	 sør	 til	 Vest-Finnmark	 i	 nord	 [3].	 PRV	 er	 et	 virus	 i	 familien	









Deteksjon	 av	 viruset	 blir	 gjort	 ved	 real	 time	 kvantitativ	 PCR	 -analyser	 av	 hjertet	 og	
erytrocytter	[52].	Kliniske	utbrudd	oppstår	mellom	5	og	9	måneder	etter	at	fisken	er	blitt	
overført	 til	 sjøen	 [48,	 50].	 Fisk	med	 unormal	 svømmeadferd	 synes	 å	 være	mørkere	 i	
skinnet	og	ha	mindre	svømmeaktivitet.	Økt	dødelighet	kan	forekomme,	hvor	20%	forøket	
dødelighet	har	blitt	registrert	[54].	Andre	ytre	kliniske	tegn	på	HSMB	ved	merdekanten	
er	 redusert	 fôropptak	 og	 unormal	 svømmeadferd	 [50].	 Indre	 kliniske	 forandringer	 på	
organene	 er	 et	 blekt	 hjerte,	 ascites-dannelse	 i	 bukhulen,	 petechier	 i	 fettvevet	 rundt	
blindsekkene.	Leveren	kan	synes	å	være	blekt	eller	gulaktig	med	et	fibrinlag	på	overflaten	
[54].	Det	er	observert	oppsvulmet	milt,	men	dette	forekommer	ikke	i	like	stor	grad	som	
de	 andre	 symptomene.	 Ved	 histologiske	 undersøkelser	 er	 det	 i	 hovedsak	 hjertet,	
muskulatur	 og	 pankreas	 som	 blir	 undersøkt	 for	 fiskesykdommen.	 Dette	 fordi	 disse	
organene	blir	affisert	 i	ulik	grad	ved	 fiskesykdommene	HSMB,	Kardiomyopatisyndrom	
(CMS)	 og	 Pancreas	 Disease	 (PD).	 Rød	 muskel	 viser	 myocytisk	 degenerering	 og	
inflammasjonsceller	 [55].	 I	hjertet	er	både	kompakt	og	spongiøst	myocardium	infisert,	










Viruset	 tilhører	 slekten	 alfavirus	 i	 familien	 Togaviridae.	 Til	 nå	 er	 det	 registrert	 seks	
subtyper	av	viruset	der	SAV	2	og	SAV	3	er	de	som	forårsaker	sykdom	i	Norge	[50].	I	2015	
ble	 det	 registrert	 137	 tilfeller	 av	 sykdommen	 langs	 norskekysten	 [3].	 Sykdommen	 er	
listeført	 (Liste	 3)	 som	 betyr	 at	 utbrudd	 av	 sykdommen	 skal	 innrapporteres	 til	
myndighetene	 [3].	 De	 første	 kliniske	 tegnene	 på	 sykdommen	 er	 at	 fisken	 mister	








pankreas	oppstår	det	en	akutt	 fase	der	de	 første	 lesjonene	affiserer	acinarcellene	med	
varierende	grad	av	inflammasjon[56].	Den	endokrine	delen	av	pankreas	blir	ikke	affisert	
av	 sykdommen.	 I	 hjertet	 oppstår	 en	 alvorlig	 degenerasjon	 med	 multifokal	
cardiomyocytisk	nekrose	i	både	spongiøst	og	kompakt	del	av	ventrikkelen[50,	56].	
	
I	 skjelettmuskulatur	 blir	 både	 rød	 og	 hvit	 muskel	 affisert[56].	 Skaden	 karakteriseres	








Togoviridae	 [57].	 Sykdommen	utvikles	 som	 en	 kronisk	 betennelse	 over	 flere	måneder	
med	 	 økt	 dødelighet	 mellom	 12	 og	 18	 måneder	 etter	 sjøutsett	 [50,	 58]	 Senere	
registreringer	gjort	av	Veterinærinstituttet	har	vist	en	økt	forekomst	av	fisk	mellom	200	
og	300	gram	med	diagnosen	[3].	Sykdommen	affiserer	både	atlantisk	oppdrettslaks	og	
villaks,	 men	 er	 ikke	 diagnostisert	 hos	 andre	 salmonider	 [50].	 Kliniske	 symptomer	 er	














ikke	 årsak	 til	 melaninflekker	 i	 laksefileten.	 Likevel	 er	 det	 observert	 rikelige	mengder	
melanin	 i	 lesjoner	 i	 hjerte	 hos	 fisk	 med	 påvist	 CMS	 [40].	 Kvantitativ	 real-time	 PCR	




En	 studie	 utført	 av	 	 Nofima	 har	 sett	 på	 andre	 potensielle	 faktorer	 som	 kan	 forårsake	
melaninflekker	 i	 laksefileten.	 Dette	 er	 faktorer	 som	 fôr,	 stresspåvirkning,	 temperatur,	
vannkvalitet	 og	 trenging	 eller	 klemskader.	 Siden	 et	 røkeri	 begynte	 å	 registrere	
forekomsten	av	melaninflekker	har	endringen	i	fôrsammensetningen	vært	stor.	I	dag	har	
vegetabilske	oljer	erstattet	mye	av	fiskeoljer	som	ble	brukt	i	større	grad	før	[5].	Nofima	






	I	 studien	 til	 Nofima	 ble	 det	 i	 tillegg	 undersøkt	 hvilken	 effekt	 temperatur	 har	 på	









til	 5	 mg/l.	 To	 måneder	 etter	 at	 laksen	 ble	 tatt	 ut	 fra	 karet	 ble	 den	 undersøkt	 for	






Oppdrettslaks	 gjennomgår	 røff	 behandling	 gjennom	 produksjonsfasen.	 Det	 har	 lenge	
vært	 spekulert	 om	 dette	 kan	 gi	 laksen	 skader	 som	 igjen	 fører	 til	 melaninflekker	 i	
laksefileten.	Resultatene	fra	en	studie	gjort	av	Nofima	viste	at	klemskader	som	gir	fisken		





det	 blitt	 et	 større	 fokus	 på	 fiskehelse.	 Slik	 fiskehelsen	 praktiseres	 i	 dag	 blir	 fisk,	 ved	
mistanke	om	sykdom,	avlivet	og	undersøkt	 for	kliniske	 symptomer	 som	eventuelt	blir	
































oppdrettslaks	 (S.	 salar)	 [60].	 Ved	 sykdomsbekjempelse	 hos	 mennesker	 er	 bruken	 av	




enzymer	kan	dermed	tyde	på	skade	på	cellemembranen	[62].	Hvor	 lang	tid	det	 tar	 før	





har	 en	 høy	 spesifitet,	 der	 det	 finnes	 rikelig	 med	 molekylet	 i	 et	 organ,	 men	 vil	 være	
fraværende	i	andre	organer.	Andre	egenskaper	en	biomarkør	bør	ha	er	å	være	vanskelig	






















er	 at	 LDH	 er	 mindre	 spesifikk	 for	 deteksjon	 av	 hjertesykdommer	 enn	 nye	 og	 bedre	












økt	 LDH	 i	 piggvarens	 sædceller	 hos	 fisk	 utsatt	 for	 tributylin	 sammenlignet	 med	
kontrollgruppene	[68].	Tributylin	ble	undersøkt	for	påvirkning	på	skjelettmuskulatur	hos	





påvirkning	 av	 ytre	 faktorer.	 Her	 viste	 resultatene	moderate	 til	 høye	 verdier	 av	 LDH	 i	
muskel	og	hjerte	sammenlignet	med	andre	organer	[71].	I	en	studie	gjort	av	Vieira	et	al.	
ble	LDH	brukt	som	en	av	biomarkørene	for	å	se	om	kobber	og	kvikksølv	kunne	påvirke	
svømmeadferden	 til	 Leirkutling	 (Pomatoschistus	 microps).	 Studien	 viste	 at	 ved	 lave	







et	 al.	 på	 afrikansk	 malle	 (Clarias	 gariepinus)	 ble	 LDH	 brukt	 som	 biomarkør	 ved	




I	 salmonide	 arter	 har	 LDH	 blitt	 testet	 som	 biomarkør	 mot	 en	 rekke	 påvirkninger.	
Regnbueørret	(O.	mykiss)	som	ble	utsatt	for	karbamazipin	(CBZ)	viste	signifikant	høyere	
LDH	verdier	i	plasma	enn	kontrollgruppene	[75].	En	fôrstudie	gjort	av	Banaee	et	al.	i	2010	
på	 Regnbueørret	 (O.	 mykiss)	 viste	 at	 tilsetning	 av	 Silymarin	 hadde	 ingen	 større	




atlantisk	 laks	 (S.	 salar)	med	HSMB,	 i	motsetning	 til	 laks	med	 CMS	 hvor	 det	 var	 ingen	
signifikant	 økning	 av	 LDH	 [77].	 Siden	 fiskesykdommen	 HSMB	 forårsaker	 skade	 i	









Denne	prosessen	skjer	 igjennom	CK/PCr	systemet	som	har	tre	 forskjellige	 fysiologiske	






























brukt	 i	 jordbruk.	 Studien	 viste	 at	 CK-verdiene	 var	 signifikant	 høyere	 i	 alle	 tre	
testgruppene	behandlet	med	PCZ	enn	kontrollgruppene	[82].	Regnbueørret	(O.	mykiss)	
utsatt	 for	 (CBZ),	 legemiddel	 som	 blant	 annet	 brukes	 til	 behandling	 av	 epilepsi,	 viste	
signifikant	høyere	CK-verdier	enn	kontrollgruppen	[75].	Almeida	et	al.	utsatte	Niltilapia	
(O.	 niloticus)	 for	 oksidativt	 stressresponser	 ved	 å	 utsette	 fisken	 for	 kadmium-







CK	 har	 også	 blitt	 testet	 som	 biomarkør	 i	 atlantisk	 laks	 (S.	 salar)	 som	 hadde	 påvist	
fiskesykdommene	HSMB	og	CMS.	Denne	studien	viste	at	CK-verdiene	i	alle	testgruppene	



















Innen	 humanmedisin	 brukes	 beta-enolase	 som	 en	 biomarkør	 mot	 flere	 forskjellige	





Braceland	 et	 al.	 2015	 sammenlignet	 serum	 enolase	 med	 myopati	 forårsaket	 av	












































4) Måle	 og	 sammenligne	laktat	 dehydrogenase	 (LDH)	 og	 kreatinkinase	 (CK)	
fra	serum	mot	størrelsen	på	melaninflekkene.	
	








All	 fisk	 som	 ble	 brukt	 i	 dette	 forsøket	 var	 av	 arten	 atlantisk	 laks	 Salmo	 salar,	 og	 ble	
produsert	 ved	 Lerøy	 Aurora	 AS	 sine	 lokaliteter	 rundt	 Tromsø.	 Innsamlingen	 av	
prøvemateriale	 foregikk	over	6	 forskjellige	prøveuttak	ved	Lerøys	slakteri	på	Skjervøy	
(70°01’52”N,	 20°58’17”Ø).	 Analyseringen	 av	 prøvene	 ble	 gjennomført	 ved	 Norges	





Fisken	 ble	 avlivet	 med	 et	 slag	 mot	 hodet	 før	 den	 ble	 undersøkt	 for	 tegn	 på	 sykdom.	
Eventuelle	 funn	 ble	 notert	 ned	 med	 prøvenummer	 på	 fisk.	 Blod	 blir	 samlet	 opp	 i	
vakuumrør	(Belliver	industrial	Estate)	ved	et	stikk	i	halevenen,	Vena	cava,	bak	på	spolen,	




frem	 til	 analysering.	 Det	 resterende	 serumet	 i	 vakuumrør	 ble	 fordelt	 på	 to	 egne	
eppendorfrør	og	lagret	ved	-80°C.	10	av	prøvene	fra	fisk	med	størst	melaninflekk	og	10	





























før	 nyren	 ble	 overført	 til	 et	 eget	 rør.	 Etter	 at	 begge	 sidene	 på	 laksen	 var	 filetert	 og	























ut	 etter	 ønsket	 snittretning	 som	 var	 tverrsnitt.	 Organbitene	 	 ble	 deretter	 overført	 til	
histologikassetter	som	ble	merket	med	blyant.	Kassettene	ble	lagret	på	70%	etanol	frem	






















Kassettene	 ble	 samlet	 opp	 og	 lagt	 i	 venstre	 kammer	 på	 innstøpingsmaskinen	 Leica	
EG1150H	(Leica	Microsystems)	til	parafinvoksen	hadde	smeltet	bort	fra	kassettene.	En	
innstøpingsform	 ble	 plassert	 under	 tappekranen,	 og	 fylt	 med	 parafinvoks	 (Histolab	




kjøleplate	 (Axel	 Johnson	 Lab	 System).	 Etter	 at	 voksen	 hadde	 stivnet,	 ble	
innstøpingsformen	 fjernet	 og	 parafinblokken	 nøye	 undersøkt	 for	 sprekker	 eller	









ble	 montert	 fast	 i	 stativet,	 og	 mikrotomen	 ble	 stilt	 inn	 på	 5µm	 snittykkelse.	 Ønsket	
parafinblokk	 ble	 montert	 fast	 til	 mikrotomen,	 og	 prøvenavn	 ble	 notert	 ned	 på	 et	
objektglass	med	skrivefelt.		Mikrotomen	og	knivbladet	ble	justert	slik	at	knivbladet	var	i	
kontakt	med	parafinblokken.	Kniven	hadde	 tre	punkter	på	bladet	 som	ble	benyttet	 til	
snitting,	hvor	et	bestemt	punkt	ble	brukt	til	å	trimme	bort	parafinvoks	slik	at	organet	kom	
fram.	Deretter	ble	kniven	 flyttet	 slik	at	 et	 av	de	 to	andre	punktene	 snittet	de	ønskede	
snittene.	Disse	snittene	ble	overført	til	vannbadet	ved	hjelp	av	et	objektglass	dyppet	i	50%	









Farging	 av	 snitt	 ble	 utført	 med	 Leica	 ST4020	 (Leica	 Microsystems)	 fargemaskin.	
Maskinen	består	av	flere	kar	fylt	med	forskjellige	kjemikalier	(se	tabell	2).	Fire	snitt	ble	
plassert	 i	 en	gummiholder	og	 lagt	 i	 et	 eget	kar	med	HistoClear	 (National	Diagnostics).	
Dette	 karet	 hadde	 totalt	 plass	 til	 i	 alt	 fire	 gummibeholdere.	 Etter	 4,5	 minutt	 ble	 en	
gummibeholder	hengt	fast	i	stativet	på	fargemaskinen.	Fargemaskinen	var	automatisert	
og	 overførte	 gummibeholderen	 til	 neste	 kar	 etter	 90	 sekunder.	 Rekkefølgen	 på	
samlebåndet	var	to	gummibeholdere,	deretter	et	mellomrom,	før	to	nye	gummibeholdere.	
Dette	for	å	sikre	nok	tid	til	å	feste	24	x	60	mm	dekkglass	på	snittene.	Dekkglassene	ble	






































































3.2. Real	 Time	 revers	 transkriptase	 Polymerase	 Chain	 Reaction	 (RT-
qPCR)	
RT-qPCR	er	en	metode	der	man	bruker	enzymet	revers	transkriptase	til	å	omdanne	RNA	










detektere	 de	 ønskede	 gensekvensene	 benyttes	 et	 fluoriserende	 fargestoff.	 Dette	






til	 ssDNA	 [91].	 Den	 uspesifikke	 bindingen	 vil	 ha	 en	 annen	 smeltekurve	 enn	 de	 andre	











	 Hjerte	 Melaninflekk	 Muskel	
Negativ	 10	 -	 10	
Positiv	>	3	cm	 10	 10	 10	




hvert	 rør.	 Organet	 ble	 overført	 ved	 hjelp	 av	 et	 sterilt	 skalpellblad	 før	 organet	 ble	





















Syntetiseringen	 av	 cDNA	 foregikk	 i	 henhold	 til	 protokollen	 til	 QuantiTech®	 Reverse	
Transcription	 Kit	 (Qiagen).	 Denne	 metoden	 er	 todelt,	 hvor	 den	 første	 delen	 fjerner	
resterende	 genomisk-DNA	mens	den	 andre	delen	består	 av	 selve	 cDNA-syntesen	hvor	
Revers	Transkriptase	blir	tilsatt.		
	
Etter	 RNA-isoleringen	 inneholdt	 prøvene	 ulik	mengde	med	 RNA.	 For	 at	 prøvene	 skal	


















PCR-stripsene	 ble	 deretter	 kjørt	 i	 en	 forhåndsprogrammert	 2720	 Thermal	 Cycler.	










til	 antall	 prøver	 som	 ble	 kjørt.	 Miksen	 ble	 blandet	 godt	 ved	 bruk	 av	 en	 Vortex	 og	






En	 primertest	 ble	 gjort	 på	 de	 tre	 ulike	 enolase	 primerne.	 seks	 ulike	 prøver,	 tre	
hjerteprøver	og	tre	melaninprøver,	ble	valgt	ut.	Kriteriene	for	disse	prøvene	var		høy	RNA-






















For	 behandling	 av	 rådata	 ble	 programvaren	 qBase	 v1.3,5	 (qBase)	 benyttet.	 Dette	
programmet	benytter	en	Ct-	relativ	kvanifiseringsmodel,	vist	i	ligning	3,	som	korrigerer	
for	PCR-effektivitet	og	mulighet	for	normalisere	flere	referansegener	[93].		















katalyserer	 omdannelsen	 av	 pyruvat	 og	 laktat	 ved	 å	 redusere	 NAD+	 til	 NADH.	 Denne	





















Master	 reaksjonsmiks	 besto	 av	 48µl	 LDH	 Assay	 Buffer	 (Sigma-Aldrich)	 og	 2µl	 LDH	
substrat	 miks	 (Sigma-Aldrich).	 Denne	 ble	 blandet	 ut	 i	 eppendorfrør	 og	 pakket	 inn	 i	





















for	 lys.	 Etter	 at	 alle	 brønnene	 var	 pipettert	 ferdig	 ble	 hele	 brettet	 pakket	 godt	 inn	 i	
aluminiumsfolie	og	avlest	i	et	VersaMax-	spectrofotometer	(Molecular	Devices).	Brettet	
ble	 forsiktig	 ristet	 inne	 i	 maskinen	 og	 avlest	 etter	 2	 minutter	 ved	 450nm.	 Etter	
avlesningen	ble	brettet	på	nytt	pakket	godt	inn	i	aluminiumsfolie	og	inkubert	i	37°C	i	5	


















For	 måling	 av	 kreatinkinase	 (CK)	 ble	 det	 benyttet	 Creatine	 Kinase	 Activity	 Assay	 Kit	







𝐴340 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − A340 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙






Alle	 komponentene	 i	 kitet	 ble	 tint	 opp	 til	 romtemperatur	 (20°C)	 før	 bruk.	 En	













































1	 A	 4,84	 4	 ÷	
2	 A	 5,27	 3-4	 ÷	
3	 A	 4,40	 7	 ÷	
4	 B	 5,86	 6-10	 ÷	
5	 B	 5,58	 10	 ÷	
6	 B	 4,65	 6-9	 +	
Gjennomsnitt	 	 5,1	 7	 	
	
Det	ble	slaktet	fra	to	ulike	lokaliteter	over	de	seks	ulike	prøveuttakene	og	resultatene	er	
vist	 i	 tabell	 6.	 Prevalensen	 for	 melaninflekker	 over	 de	 seks	 datoene	 viste	 en	
gjennomsnittlig	 prevalens	 for	melanin	 på	 7	%.	 Lokalitet	A	 hadde	 lavere	 prevalens	 for	
melaninflekker	 i	 laksefileten	 enn	 lokalitet	 B.	 Gjennomsnittsvekten	 på	 fisk	 fra	 disse	 to	
lokalitetene	ved	slakt	var	5,1	kg.	Hos	lokalitet	B	ble	det	påvist	HSMB	i	én	merde.	Det	var	
ingen	økt	dødelighet	eller	andre	tegn	på	HSMB-utbrudd	i	merden.		Det	ble	slaktet	fisk	fra	










laksefiletene	 observert	 ved	 slaktelinjen	 på	 slakteriet	 er	 vist	 i	 figur	 3.	 Størrelsen	 på	
melaninflekkene	 er	 bestemt	 ut	 fra	 største	 lengden	 på	melaninflekken.	Melaninflekker	
med	lengde	over	3	cm	ble	observert	som	lange,	smale	melaninflekker	i	loins,	muskulatur	

















Forekomsten	 av	 melaninflekker	 har	 økt	 betydelig	 de	 senere	 årene.	 I	 løpet	 av	
forsøksperioden	ble	det	foretatt	seks	prøveuttak	fra	oktober	til	desember	2015.	I	alt	ble	




Størrelsen	 på	melaninflekker	 kan	 ha	 negative	 konsekvenser	 for	 salget	 av	 laksefileten.	
Trettiseks	fisk	fordelt	på	fire	ulike	grupper	basert	på	ulik	størrelse	på	melaninflekken	er	
vist	 i	 tabell	 7.	 Disse	 ble	 gruppert	 inn	 i	 fire	 ulike	 grupper	 ut	 fra	 størst	 lengde	 på	
melaninflekken.	 Melaninflekkene	 	 ble	 fordelt	 i	 gruppene:	 mindre	 enn	 1	 cm	 (<1cm),	
mellom	1	og	2	cm	(1-2	cm),	mellom	2	og	3	cm	(2-3	cm)	og	over	3	cm	(>3	cm).		
	
Tabell	7:	Antall	 fisk	gruppert	etter	størrelse	på	melaninflekk.	Totalt	36	 fisk	ble	 fordelt	på	 fire	ulike	




























Figur	 4:	 Bilde	 av	melaninflekker	med	 ulik	 størrelser.	 A)	 melaninflekk	med	 lengde	 under	 1	 cm.	 B)	


















Trettiseks	 fisk	 med	melaninflekker	 ble	 tatt	 ut	 i	 perioden	 oktober	 til	 desember	 2015.	
Melaninflekkene	 ble	 gradert	 på	 tre	 ulike	 måter	 etter	 døde	 muskelceller	 (Nekrose),	
betennelse	og	betennelsesceller	(Inflammasjon)	og	melaninholdige	celler	(Melanin)	vist	i	
tabell	 8.	 Melaninflekkene	 er	 gradert	 fra	 0	 til	 3	 der	 0	 er	 normalt,	 friskt	 vev	 uten	
melaninholdige	celler	eller	betennelse	og	betennelsesceller,	og	3	som	er	alvorlig	grad	av	
nekrotiske	 muskelceller,	 melaninholdige	 celler	 eller	 betennelse	 og	 betennelsesceller.		
Melaninflekkene	fra	tabell	6	ble	tatt	ut	og	preparert	for	histologi.	Det	ble	tatt	ut	én	prøve	
per	melaninflekk.	Melaninflekkene	ble	forsøkt	snittet	midt	i	flekken,	og	orientert	slik	at	
muskelfibrene	 ble	 skåret	 på	 tvers.	 Graderingssystemet	 er	 hentet	 fra	McLoughlin	 et	 al.	
2006	og	ble	brukt	til	å	gradere	nekrose,	inflammasjon	og	melanin.	
	
Tabell	8:	Histologiske	 resultater.	 Synlige	melaninflekker	 i	 laksefilet	 analysert	histologisk	 for	nekrose,	
inflammasjon	 og	 melaninholdige	 celler.	 Av	 36	 prøver	 hadde	 26	 nekrotiske	 muskelceller	 av	 sparsom,	
moderat	 eller	 alvorlig	 grad.	 Ni	 hadde	 inflammasjon,	 mens	 32	 hadde	 melaninholdige	 celler.	 Score	 0	 er	
normalt	vev.	
Score	 0	 1	 2	 3	 Antall	
prøver	
Nekrose	 11	 16	 6	 3	 36	
Inflammasjon	 27	 8	 1	 0	 36	




















muskelceller	 (Nekrose),	 betennelse	 og	 betennelsesceller	 (Inflammasjon)	 og	
melaninholdige	celler	(Melanin).	Resultatet	fra	denne	graderingen	ble	sammenlignet	med	




Figur	 5:	 Histologiske	 resultater	 av	 melaninflekker.	 36	 melaninflekker	 av	 ulik	 størrelse	 undersøkt	
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muskelceller.	 Hos	 de	 15	 melaninflekkene	 under	 med	 lengde	 1	 cm	 hadde	 13	 av	
melaninflekkene	 ingen	betennelse	og	betennelsesceller.	Det	ble	observert	normalt	vev	
hos	seks	av	melaninflekkene	med	en	lengde	mellom	1	og	2	cm.	Av	de	seks	melaninflekkene	





av	 melaninholdige	 celler	 i	 melaninflekken.	 Det	 ble	 observert	 sparsom	 grad	 av	
melaninholdige	celler	hos	tre	av	melaninflekkene	med	en	lengde	mellom	2	og	3	cm,	mens	






















kanten	 av	 muskelfiberen.	 Av	 de	 melaninflekkene	 med	 lengde	 under	 1	 cm	 og	 for	








Score 0 Score 1





















og	 hvit	 muskulatur.	 Pankreas	 hadde	 intakte	 acinarceller	 i	 eksokrin	 pankreas.	
Produksjonsdataene	 fra	 Lerøy	 Aurora	 viste	 en	 påvisning	 av	 HSMB	 hos	 én	 merde	 fra	
Sessøya.	Til	tross	for	påvisning	av	HSMB	i	merden	ble	det	ikke	observert	økt	dødelighet	
eller	andre	symptomer	fra	Lerøy	Auroras	fagpersonell	som	indikerte	et	HSMB-utbrudd.	








ved	 enkelte	 observasjoner	 hadde	 leveren	 granulomatøs	 betennelse.	 Det	 var	 ingen	
forskjell	på	lever	fra	fisk	med	melanin	i	laksefileten	og	fisk	uten	melanin	i	laksefileten	med	




























4.3.2. Relative	 verdier	 for	 PRV-RNA	 for	 fisk	 med	 melaninflekker	 med	 lengde	
under	1	cm	
Fra	 fileter	med	melaninflekker	med	 lengde	 under	 1	 cm	ble	 én	 prøver	 fra	 henholdsvis	







































hadde	 RNA	 fra	 PRV	 i	 melaninflekken.	 Flest	 prøver	 som	 inneholdt	 RNA	 fra	 PRV	 var	
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positive.	 Fra	 de	 ni	 prøvene	 som	 inneholdt	 RNA	 fra	 PRV	 var	 kun	 melaninflekk-	 og	
muskelprøve	 fra	 filet	 med	 melaninflekk	 med	 lengde	 over	 3	 cm	 (F10).	 De	 resterende	
prøvene	som	inneholdt	RNA	fra	PRV	var	fra	fileter	med	melaninflekk	med	lengde	mellom	
2	og	3	 cm.	Av	de	 fem	muskelprøvene	 som	var	positiv	 for	RNA	 fra	PRV,	 var	kun	én	av	
prøvene	fra	en	filet	med	melaninflekk	med	lengde	over	3	cm.	Totalt	fire	av	de	fem	filetene	























































































over	 3	 cm	 var	 på	 280	 U/L.	 Maksverdien	 for	 LDH	 i	 serumprøvene	 til	 fileter	 uten	
melaninflekker	 var	 509	 U/L.	 LDH	 ble	 målt	 til	 en	 maksverdi	 på	 fisk	 383	 U/L	 hos	
melaninflekker	mellom	2	og	3	cm.	Hos	melaninflekker	over	3	cm	ble	maksverdien	for	LDH	
målt	til	705	U/L.	Boksene	i	figur	10	illustrerte	25%	til	75%	av	maksverdi	for	de	respektive	




Kreatinkinase	 (CK)	 ble	 testet	 som	biomakrør	 for	melaninflekker	 i	 laksefilet.	Målt	 CK	 i	
































































hva	 som	 forårsaker	 melaninflekker	 i	 laksefileten	 og	 en	 tidlig	 identifisering	 av	




produkt	 [5,	 60].	 Hovedmålsettingen	 i	 denne	 oppgaven	 har	 vært	 å	 sammenligne	 ulike	
metoder	 for	 identifisering	 av	melaninflekker	 i	 slaktefisk.	Metodene	 som	ble	 brukt	 var	
histologi,	kvantitativ	Real-Time	PCR	(RT-qPCR)	og	blodkjemiske	analyser	av	serum.	Det	
ble	 gjort	 	 histologiske	 undersøkelser	 av	 hjerte,	 nyre,	 lever,	 pankreas,	 	 rød	 og	 hvit	
muskulatur	og	melaninflekk	 samt	RT-qPCR-analyser	av	melaninflekk,	hjerte	og	 rød	og	
hvit	muskulatur.	Disse	undersøkelsene	ble	gjennomført	på	Norges	Fiskerihøgskole	ved	
Universitetet	 i	 Tromsø-	 Norges	 arktiske	 universitet.	 Serumprøver	 ble	 sendt	 inn	 til	





Resultatene	 viste	 at	 36	 av	 de	 135	 fiskene	 som	 ble	 undersøk	 hadde	 melaninflekker	 i	
laksefileten.	Dette	tilsvarer	enn	prevalens	på	26,7%,	noe	som	er	høyere	enn	både	Nofima	
sine	registreringer	[5]	og	Lerøy	Aurora	sine	egne	produksjonstall	(tabell	6).	Koppang	et	










antall	 melaninflekker	 ble	 målt	 for	 flekker	 med	 lengde	 over	 3	 cm.	 Larsen	 et	 al.	 2012	





Hvor	 dypt	melaninflekken	 stikker	 i	 muskulaturen	 er	 viktig	 for	 oppdretteren	 som	 har	
mulighet	til	å	trimme	bort	melaninflekken.	Sitter	melaninflekken	dypt	i	muskulaturen	vil	
en	stor	del	av	fileten	fjernes	og	fileten	er	ikke	like	attraktiv	for	kjøperen.	Hverken	Koppang	





var	 et	 samarbeidsprosjekt	med	 Lerøy,	 var	 det	 kun	 Lerøy	 sin	 laks	 som	 ble	 undersøkt.	
Lerøys	slakteri	på	Skjervøy	slakter	nesten	4000	fisk	i	timen	og		all	laks	var	slaktet	i	løpet	
av	7	timer.	Siden	det	ikke	er	mulig	å	se	om	en	laks	har	melaninflekker	i	laksefileten	fra	










er	 å	 finne	 melaninflekker	 som	 kan	 nedklassifisere	 laksefileten	 [Pers.	 med	 Øystein	








fleste	 av	 melaninflekkene	 med	 størst	 lengde	 på	 under	 3	 cm	 seg	 bak	 bukhinnen.	
Melaninflekkene	over	3	cm	ble	observert	over	laterallinjen	i	loinsen.	Observasjonene	fra	














vev.	 Utgangspunktet	 vårt	 var	 at	 store	 melaninflekker	 ga	 flere	 nekrotiske	 celler	 i	





vanskelig	 å	 få	 skåret	 ut	 den	 midterste	 delen	 av	 melaninflekken	 til	 videre	
histologiundersøkelse.	 Ved	 undersøkelse	 av	 histologisnitt	 som	 viste	 nekrotiske	











De	 samme	 histologiske	 preparatene	 av	 de	 små	 og	 store	 melaninflekkene	 ble	 også	
analysert	med	hensyn	til	betennelse	og	betennelsesceller	i	muskulaturen.	Her	var	også	
vårt	 utgangspunkt	 at	 de	 større	 melaninflekkene	 hadde	 mer	 betennelse	 og	
betennelsesceller	enn	de	små.	Resultatene	våre	viste	at	nesten	alle	preparatene	fra	både	
små	 og	 store	 melaninflekker	 var	 fri	 for	 betennelse	 og	 betennelsesceller.	 Av	 de	
preparatene	 som	hadde	 betennelse	 og	 betennelsesceller,	 var	 det	 heller	 ingen	 forskjell	
mellom	 små	 og	 store	 melaninflekker.	 En	 annen	 potensiell	 årsak	 til	 lavere	 grad	 av	
betennelse	og	betennelsesceller	kan	være	at	det	er	mindre	virus	til	stede.	Det	er	kjent	at	





Den	 siste	 parameteren	 de	 histologiske	 preparatene	 ble	 analysert	 med	 hensyn	 til	 var	
melaninholdige	 celler	 i	 muskulaturen.	 Melaninholdige	 celler	 gir	 laksefileten	 de	 brun-
svarte	 flekkene	 og	 i	 stor	 grad	 definerer	 melaninflekken	 som	 liten	 eller	 stor	 	 Våre	
resultater	 viste	 ingen	 forskjell	 i	 antall	 melaninholdige	 celler	 i	 små	 melaninflekker	
sammenlignet	 med	 større	 melaninflekker.	 Noe	 av	 grunnen	 til	 det	 kan	 være	 at	
melanomakrofager	 har	 en	 dendrittisk	 form	 som	 er	 karakteristisk	 for	 cellene.	 Denne	
karakteristiske	 formen,	 sammen	med	 det	 brun-svarte	melaninpigmentet,	 kan	 gjøre	 at	
cellene	 forveksles	med	 urenheter	 i	 snittet	 som	 ikke	 ble	 fjernet	 under	 preparering	 av	
snittene.	Slike	urenheter	blir	svarte	ved	observasjon	i	lysmikroskop.	En	slik	forveksling	
kan	ha	innvirkning	på	registreringene	av	melaninholdige	celler	i	scoringssystemet	hvis	
denne	 urenheten	 blir	 telt	 som	 melanomakrofag	 ved	 en	 feiltagelse.	 På	 den	 måten	 vil	
histologipreparatet	registrere	flere	melaninholdige	celler	enn	det	faktisk	inneholdt.	For	å	











og	 melanin.	 I	 de	 fleste	 histologisnittene	 fra	 de	 ulike	 melaninstørrelsene	 ble	 ingen	
betennelse	 og	 betennelsesceller	 registrert.	 Det	 kan	 tenkes	 at	 betennelse	 og	
betennelsesceller	bruker	lengre	tid	på	å	respondere	på	nekrosen.	Melanomakrofager	har	
uttrykker	 MHC	 klasse	 II	 og	 kan	 dermed	 fungere	 som	 APC	 [21,	 98,	 99].	 Andre	
melaninproduserende	melanocytter	har	vist	å	ha	MHC	klasse	II	og	kan	også	fungere	som	
APC	[32].	Det	kan	derfor	 tenkes	at	betennelse	og	betennelsesceller	kan	øke	 i	omfang	 i	
melaninflekken.	Noe	som	motsier	denne	påstanden	er	at	melaninflekken	er	en	kronisk	




melaninholdige	 celler[39,	 59].	 De	 observasjonene	 som	 ble	 gjort	 i	 våre	
histologiundersøkelser	 viste	 at	 både	 små	 og	 store	 melaninflekker	 hadde	 kronisk	
betennelse.	Det	har	blitt	gjort	en	annen	studie	hvor	melaninflekker	fra	slaktelinjen	har	
blitt	 undersøk	 [44].	 Denne	 studien	 fant	 også	 nekrotiske	 muskelceller	 med	






nekrotiske	 muskelceller,	 tilstedeværelse	 av	 betennelse	 og	 betennelsesceller	 og	
melaninholdige	celler.		
	
Det	 ble	 analysert	 histologiprøver	 av	 hjerte,	 rød	 og	 hvit	muskulatur	 og	 pankreas	med	
hensyn	 til	 differensialdiagnostikk	 av	 fiskesykdommene	 Hjerte-Skjelett-Muskel-
betennesle	 (HSMB),	 Pancreas	 Disease	 (PD)	 og	 Kardiomoypati	 (CMS).	 Dette	 er	 tre	









En	 svakhet	 i	 denne	 histologiske	 undersøkelsen	 var	 at	 kun	 ventrikkelen	 av	 hjerte	 ble	
undersøk.	Atrium	er	den	delen	av	hjerte	som	blir	først	affisert	av	CMS	før	den	spongiøse	
delen	 av	 ventrikkelen	 blir	 affisert	 [50,	 58,	 100].	 Til	 tross	 for	 at	 kun	 ventrikkelen	 ble	
undersøkt	 kan	 sykdommene	HSMB	og	CMS	 likevel	 skilles	 fordi	 CMS	 affiserer	 kun	den	
spongiøse	 delen	 av	 ventrikkelen,	 mens	 HSMB	 affiserer	 både	 kompakte	 og	 spongiøse	





Det	 var	 forventet	 at	 ingen	 av	 fiskene	hadde	 akutte	nekrotiske	 skader	 i	 acinarcellene	 i	
pankreas.	 Akutt	 nekrotisk	 skade	 er	 vanlig	 ved	 påvisning	 av	 PD	 som	 er	 en	 strengt	
kontrollert	 sykdom	og	 en	 slik	 nekrotisk	 vevskade	 finnes	 normalt	 ikke	 nord	 for	Nord-
Trøndelag.	Ved	påvisning	av	PD	nord	for	Nord-Trøndelag	blir	all	fisk	slaktet	umiddelbart	
for	å	unngå	smitte	nordover.	Siden	alle	prøvene	kom	fra	fisk	oppdrettet	i	området	rundt	
Tromsø	 var	 det	 ikke	 stor	 sannsynlighet	 for	 å	 finne	 PD	 [3].	 CMS	 og	 HSMB	 er	
fiskesykdommer	som	finnes	i	Nord-Norge.	Det	ble	 ikke	påvist	CMS	hos	fisken	gjennom	



















RNA	 fra	 PRV	 mellom	 prøvene	 fra	 hjerte,	 muskel	 og	 melaninflekker	 fra	 fileter	 med	
melaninflekker	 og	 fra	 muskel	 uten	 melaninflekker.	 Terskelverdien	 signaliserer	 en	






prøve	 som	 positiv	 for	 PRV	 ved	 en	 Cq-verdi	 under	 28	 [101].	 Dette	 var	 lavere	 enn	 vår	
laveste	Cq-verdi	som	ble	målt	i	prøven	med	feil	mengde	cDNA	fra	muskel	fra	fisk	nummer	
4	uten	melaninflekk	 i	 fileten	på	32,48	 (Appendiks	 IV).	Garseth	et	al.	derimot	anså	alle	
prøver	med	en	lavere	Cq-verdi	enn	40	som	positive	for	PRV	[102].	Bjørgen	et	al.	hadde	en	
Cq-	 verdi	 hos	 de	 positive	 PRV-prøvene	 på	 20,	 dette	 ga	 en	 økt	 prevalens	 på	
melaninforandringer	 på	 mellom	 40	 og	 90%	 for	 de	 ulike	 testgruppene	 [39].	 I	 de	
testgruppene	hvor	Cq-verdien	lå	på	32	var	prevalensen	på	melaninforandringer	i	fileten	
på	3%	 	 [39].	En	potensiell	 årsak	 til	 høye	Cq-verdier	 for	positive	prøver,	 kan	være	 lite	





prøvene.	Økonomi	 hadde	 også	 en	 innvirkning	 på	 størrelsen	 på	 prøvematerialet.	 For	 å	











verdi.	 Denne	 prøven	 ble	 dermed	 satt	 som	 en	 kalibrator	 som	 de	 resterende	 prøvenes	
relative	verdi	ble	sammenlignet	mot.		
	
Når	 data	 ble	 analysert,	 ble	 det	 oppdaget	 at	 enkelte	 av	 de	 negative	 kontrollene	
(vannprøvene)	var	blitt	kontaminert.	Det	viste	seg	at	noen	av	prøvene	som	ble	analysert	
for	PRV	også	til	en	viss	grad	hadde	samme	kontaminasjon	som	den	negative	kontrollen.	
For	 å	 skille	mellom	kontaminerte	 og	positive	prøver,	 ble	 smeltekurven	 til	 hver	 enkelt	
prøve	 undersøkt.	 Smeltekurven	 viste	 ved	 hvilken	 temperatur	 den	 dsDNA	 går	 fra	
hverandre	og	blir	 ssDNA	[103].	Amplikon	 inneholder	cytosin,	guanin,	 tymin	og	adenin	
hvor	 cytosin	 og	 guanin	 danner	 basepar	 og	 tymin	 og	 adenin	 danner	 et	 annet	 basepar.	
Bindingene	mellom	cytosin	og	guanin	dannes	av	tre	hydrogenbindinger,	mens	tymin	og	
adenin	 bindes	 sammen	 av	 to	 hydrogenbindinger.	 De	 tre	 hydrogenbindingene	mellom	













hadde	 påvist	 RNA	 fra	 PRV.	 Gruppen	 med	 flest	 positive	 prøver	 var	 muskelprøver	 fra	
laksefilet	med	en	melaninflekk	med	lengde	under	1	cm.	Et	interessant	resultat	var	at	tre	
av	 prøvene	 som	 ble	 regnet	 som	 positiv	 kom	 fra	 muskulatur	 i	 laksefileter	 uten	
























Til	 tross	 for	at	våre	PCR-resultater	 ikke	stemmer	overens	med	Bjørgen	et	al.	er	det	en	
interessant	bemerkning	at	våre	PCR-resultater	stemmer	overens	med	graderingen	av	de	
histologiske	 snittene.	De	histologiske	 snittene	viste	 en	 sparsom	grad	av	betennelse	og	
betennelsesceller.	Betennelsesceller	blir	aktivert	av	celler	som	er	infisert	av	virus	ved	at	
de	infiserte	cellene	sender	ut	cytokiner	som	tilkaller	betennelsescellene.	Den	sparsomme	












siden	 enolase	 er	 et	 viktig	 enzym	 i	 glykolysen	 og	 finnes	 derfor	 i	 alle	 celler	 [85].	 Mest	





hensyn	 til	 små	 og	 store	 melaninflekker	 i	 laksefileten.	 Våre	 resultater	 viste	 ingen	
signifikant	 forskjell	 for	 LDH	 og	 CK	 i	 serum	 ved	 fravær	 av	 melaninflekk	 og	 ved	 stor	
melaninflekk.	Figur	11	viste	riktignok	en	stigning	i	CK	fra	gruppen	uten	melaninflekk	og	
for	gruppen	med	melaninflekker	med	lengde	over	3	cm.	Hvor	stor	vekt	som	kan	legger	på	
dette	 er	 usikkert,	 siden	 gruppene	består	 av	 få	 fisk.	 Grunnen	 til	 det	 er	 at	 et	 lavt	 antall	
prøver	gir	ikke	et	godt	utgangspunkt	for	en	god	statistisk	analyse.	Ved	et	lavt	antall	prøver	
vil	 de	 individuelle	 forskjellene	 mellom	 prøvene	 ha	 stor	 innvirkning	 på	 utfallet	 av	
resultatet.	Om	antallet	prøver	hadde	vært	høyere	hadde	dette	redusert	påvirkningen	hver	




kort	 periode	 [88].	 CK	 ble	 brukt	 som	 biomakrør	 i	 denne	 studien	 for	 å	 måle	 eventuell	
forskjell	 mellom	 kontrollgruppen	 og	 testgruppen.	 Yousaf	 et	 al.	 hadde	 totalt	 syv	




flere	 serumprøver	 ville	 ha	 gitt	 kortere	 avstand	 mellom	 maksimalverdi	 og	 75%	 av	
maksimalverdi	 og	 tilsvarende	 kortere	 avstand	 mellom	 bunnverdi	 og	 25%	 av	
















at	 en	 vevskade	har	 oppstått.	 Kemp	 et	 al.	 viste	 at	 varigheten	 til	 LDH	og	CK	 i	 serum	er	
henholdsvis	syv	til	ti	dager	for	LDH	og	tre	til	fire	dager	for	CK	[63].	Det	betyr	at	tidspunktet	





























å	 utvikle	 primere	 for	 enolase.	 Nye	 primerne	 kan	 gi	 bedre	 svar	 på	 om	 enolase,	 mest	


















• Histologiske	 undersøkelsene	 viste	 ingen	 sammenheng	 mellom	 nekrotiske	














• Resultatene	 fra	 denne	mastergradsoppgaven	 viste	 at	melaninflekker	 ble	 påvist	
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Reagenser	 	 	 	 	 	 Produsent	
Creatine	kinase	Activity	Assay	kit	 	 	 Sigma-	Aldrich	
CK	Assay	Buffer	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
CK	Enzyme	mix	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
CK	Substrat	soulution	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
DNase		 	 	 	 	 	 Qiagen	
Eosin	 	 	 	 	 	 	 Thermo	Fischer	Scientific	
Eukitt	 	 	 	 	 	 	 Fluka	Analytical	
Fast	SYBR	green	mastermix	 	 	 Applied	biosystems	
Formaldehyde	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
Hematoxylin			 	 	 	 	 Thermo	Fischer	Scientific	
HistoClear	 	 	 	 	 	 National	Diagnostics	
Lactate	dehydrogenase	Activity	Assay	kit		 Sigma-	Aldrich	
LDH	Assay	buffer	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
LDH	Positive	control	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
LDH	Substrat	miks	 	 	 	 	 Sigma-	Aldrich	
Paraffin	Histowax	 	 	 	 	 Histolab	products	AB	
QuantiThech®	Reverse	Transcription	Kit		 Qiagen	
Quantiscript	RT	Buffer	 	 	 	 Qiagen	
Quantiscript	Reverse	Transcriptase	 	 Qiagen	




RNAlater	 	 	 	 	 	 Ambion,	Life	Technologies	
RNase-fritt	vann	 	 	 	 	 Qiagen	
RNeasy	Mini	Kit	 	 	 	 	 Qiagen	
RNeasy	RLT	Buffer	 	 	 	 	 Qiagen	
RNeasy	RPE	Buffer	 	 	 	 	 Qiagen	
RNeasy	RW1	Buffer	 	 	 	 	 Qiagen	
Ultra	Pure	Water	 	 	 	 	 Biochrom	AG	
2-	Mercaptoethanol	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	
96%	etanol	 	 	 	 	 	 Sigma-Aldrich	




















































































Gradering	 av	 melaninsnitt.	 36	 melaninflekker	 av	 fire	 ulike	 størrelser	 ble	 preparert	 og	 gradert	 for	










1	 1	 1-2	 3	 2	 1	
2	 2	 >3	 1	 0	 1	
3	 6	 <1	 0	 0	 0	
4	 4	 <1	 0	 0	 1	
5	 5	 2-3	 0	 0	 1	
6	 1	 2-3	 2	 1	 2	
7	 1	 <1	 1	 0	 1	
8	 1	 1-2	 1	 0	 1	
9	 4	 2-3	 0	 0	 2	
10	 4	 <1	 0	 1	 1	
11	 6	 <1	 0	 0	 1	
12	 6	 >3	 1	 0	 1	
13	 6	 1-2	 0	 1	 2	
14	 6	 >3	 3	 1	 2	
15	 6	 <1	 1	 1	 2	
16	 3	 1-2	 3	 1	 2	
17	 1	 1-2	 1	 0	 1	
18	 5	 <1	 0	 0	 1	
19	 4	 <1	 1	 0	 1	
20	 2	 1-2	 1	 0	 2	
21	 2	 1-2	 2	 0	 2	
22	 3	 <1	 1	 0	 2	
23	 4	 <1	 1	 0	 0	
24	 6	 1-2	 2	 1	 0	
25	 1	 >3	 2	 0	 0	
	 Appendiks		
	
26	 2	 <1	 1	 0	 1	
27	 5	 <1	 0	 0	 1	
28	 4	 2-3	 0	 0	 1	
29	 4	 2-3	 0	 0	 2	
30	 3	 1-2	 2	 1	 2	
31	 1	 1-2	 1	 0	 1	
32	 1	 2-3	 1	 0	 1	
33	 5	 <1	 2	 0	 1	
34	 4	 <1	 1	 0	 1	
35	 5	 1-2	 1	 0	 1	
































F11H	 Undetermined	 PM10	 36,159	 PM11-1	 32,726	
F12H	 37,788	 PH11-1	 35,132	 ME11-1	 35,458	
F13H	 39,636	 PM1-1	 32,822	 ME1	 34,871	
F14H*	 33,82	 ME1-1	 35,451	 ME2	 35,778	
F15H	 37,537	 PH1-1	 35,406	 ME3	 34,826	
F16H	 39,365	 PM2-1	 32,785	 ME4	 35,142	
F17H	 Undetermined	 ME2-1	 35,633	 ME5	 34,929	
F18H	 37,608	 PH2-1	 35,025	 ME6	 35,37	
F19H	 39,332	 PM3-1	 33,851	 ME7	 34,915	
F20H	 36,79	 ME3-1	 35,231	 ME8	 35,615	
F11M	 36,865	 PH3-1	 35,164	 ME9	 35,034	
F12M	 35,549	 PM4-1	 36,431	 ME10	 34,331	
F13M	 37,461	 ME4-1	 35,6	 PH1	 35,189	
F14M	 32,48	 PH4-1	 34,616	 PH2	 35,133	
F15M	 33,419	 PM5-1	 32,7	 PH3	 35,033	
F16M	 Undetermined	 ME5-1	 35,415	 PH4	 35,181	
F17M	 34,403	 PH5-1	 35,665	 PH5	 34,665	
F18M	 37,169	 PM6-1	 33,347	 PH6	 32,957	
F19M	 35,561	 ME6-1	 35,307	 PH7	 34,624	
F20M	 36,623	 PH6-1R	 35,706	 PH8	 34,519	
PM1	 36,943	 PM7-1	 36,146	 PH9	 35,377	
PM2	 35,967	 ME7-1	 35,216	 PH10	 35,454	
PM3	 35,746	 PH8-1	 35,325	 PH6-1	 34,868	
PM4	 34,758	 PM9-1	 33,956	 PM8-1	 34,919	
	 Appendiks		
	
PM5	 36,185	 ME9-1	 35,387	 PH7-1	 35,307	
PM6	 36,005	 PH9-1	 35,961	 ME8-1	 35,364	
PM7	 36,653	 PM10-1	 36,049	 PM9	 36,159	
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